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RESUMO 
 
As plantas cítricas estão sujeitas à variação sazonal da disponibilidade de água em várias áreas 
de cultivo e uma estratégia eficaz para amenizar os impactos da escassez de água na citricultura 
é a utilização de porta-enxertos tolerantes à seca. É importante entender quais características 
fazem alguns porta-enxertos mais tolerantes que outros para que espécies alternativas com 
características fenotípicas e fisiológicas semelhantes sejam selecionadas. A redistribuição 
hidráulica é o movimento passivo de água nas raízes seguindo um gradiente de potencial da 
água, sendo a água absorvida por raízes em solo úmido e liberada em tecidos em contato com 
solo seco. Outra estratégia fisiológica é o ajuste osmótico, caracterizado pelo acúmulo ativo de 
solutos na célula em resposta à redução da disponibilidade de água no ambiente. A redução do 
potencial osmótico facilita a extração da água em solos secos e mantém o turgor das células. 
Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a redistribuição hidráulica em duas 
espécies de porta-enxerto, bem como verificar se o ajuste osmótico está associado a este 
fenômeno. Laranjeiras Valência foram enxertadas com limoeiro Cravo e citrumeleiro Swingle 
de tal forma que as mudas formadas possuíssem dois sistemas radiculares de porta-enxertos 
diferentes ou de um mesmo porta-enxerto para simular uma situação em que apenas parte das 
raízes tinha disponibilidade de água enquanto a outra parte estava sob déficit hídrico. Os 
experimentos permitiram constatar que as duas espécies realizavam redistribuição de água e 
que o Cravo possui maior capacidade de enviar água para o lado seco da raiz. A maior 
habilidade de redistribuir água do limoeiro Cravo em relação ao citrumeleiro Swingle foi 
associada à maior absorção de água pelas raízes úmidas ocasionada pela diminuição do 
potencial osmótico. As copas de laranjeira Valência enxertadas sobre limoeiro Cravo também 
apresentaram sensibilidade estomática à variação da disponibilidade de água, sugerindo que as 
raízes sob seca sinalizaram para que o fechamento estomático ocorresse mesmo havendo 
suprimento de água pela parte úmida e a folha estando hidratada. As trocas gasosas da copa 
enxertada sobre o citrumeleiro Swingle não foram significativamente afetadas pela redução da 
disponibilidade hídrica, permanecendo com os estômatos abertos durante o período 
experimental. Quando comparados os porta-enxertos, as modificações fisiológicas e 
mecanismos descritos levaram à maior resistência do limoeiro Cravo à seca.  
 
Palavras chave: limão Cravo; citrumelo Swingle; ajuste osmótico; resistência à seca; 
secamento parcial de raiz 
 
 
ABSTRACT 
 
Citrus plants are subject to a seasonal variation of water availability in many growing areas, an 
effective strategy to mitigate the impacts of citrus water scarcity is the use of drought tolerant 
rootstocks. It is important to understand which characteristics make some rootstocks more 
tolerant than others so that alternative rootstocks with similar phenotypic and physiological 
characteristics are selected. Hydraulic redistribution is a passive movement of water in roots 
following a gradient of water potential, in moist soil sites water is uptaken by roots and then 
released in tissues in contact with drier soil. Osmotic adjustment is another physiological 
strategy, characterized by an active cell accumulation of solutes in response to a reduction of 
water availability in the environment. A reduction in osmotic potential facilitates the extraction 
of water in dry soils and maintains the cells turgor. In this context, the aims of this work were 
to evaluate the hydraulic redistribution in two rootstock species, as well as to verify if the 
osmotic adjustment is associated with this phenomenon. Seedlings of Valencia sweet orange 
were inarched with Rangpur lime and Swingle citrumelo rootstocks, each seedling had two root 
systems to simulate a situation where only part of the roots had water availability while the 
other part was under water limiting conditions. The experiments allowed us to verify that both 
species redistributed water and that Rangpur lime has greater capacity to send water to the roots 
under drought. The greater ability to redistribute water of Rangpur lime in comparison to 
Swingle citrumelo was associated to a greater absorption of water by the moist roots caused by 
a decrease in osmotic potential. Valencia sweet orange canopies grafted on Rangpur lime also 
showed a stomatal sensitivity to the variation of water availability, suggesting that roots under 
drought signaled for stomatal closure even though water was supplied by the moist part and 
leaves were hydrated. The gas exchanges of the canopy grafted on Swingle citrumelo were not 
significantly affected by the reduction of water availability, keeping the stomata open during 
the experimental period. When comparing rootstocks, physiological modifications and 
mechanisms described led to a greater drought tolerance of Rangpur lime. 
 
Keywords: Rangpur lime; Swingle citrumelo; osmotic adjustment; drought tolerance; partial 
root drying   
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Introdução Geral 
 
Citros 
 
Os citros possuem uma grande importância econômica no Brasil, pois o país é o 
maior produtor de laranjas do mundo. Em 2013, o estado de São Paulo foi responsável por 74% 
da produção brasileira (Carrer & Souza Filho, 2016). O cultivo de citros ocorre com o uso da 
técnica de enxertia, sendo o porta‐enxerto responsável pela sustentação física, absorção de água 
e de nutrientes, síntese de hormônios e interação química e biológica com o solo, assim 
influenciando a fisiologia da planta. As copas são selecionadas pela qualidade e a quantidade 
de frutos enquanto que os porta-enxertos são selecionados levando-se em conta a robustez do 
sistema radicular (Cohen & Naor, 2002). As relações hídricas e a tolerância a estresses bióticos 
e abióticos variam conforme o porta-enxerto (Cohen & Naor, 2002; Syvertsen & Levy, 2005) 
e estão relacionadas com características do sistema radicular de cada porta-enxerto, como a 
profundidade, arquitetura e condutividade hidráulica das raízes (Medina et al., 1998). Sob 
deficiência hídrica, a interação entre porta-enxerto e copa pode se tornar mais significativa 
(Donato et al., 2007), com a prática de enxertia influenciando a suscetibilidade da planta ao 
déficit hídrico uma vez que porta-enxerto e copa apresentam resistências diferentes à seca 
(Ribeiro et al., 2014). No Brasil, a produção e a qualidade dos frutos dependem fortemente da 
adaptabilidade dos citros à deficiência hídrica, pois as plantas cítricas estão sujeitas à grande 
variação sazonal da disponibilidade de água nas principais áreas de cultivo (Ribeiro et al., 
2009). A resistência dos citros à seca é baseada em mecanismos de tolerância e evitamento 
(Savé et al., 1995). O evitamento da seca se dá através do aumento da captação de água e da 
redução da perda de água (Yue et al., 2006), já a tolerância à seca se dá pela habilidade 
fisiológica em minimizar os danos ocasionados pelo déficit hídrico. 
Até meados de 1930, o porta-enxerto dominante na citricultura brasileira era a 
laranjeira Azeda (Citrus aurantium L). Após o grande surto do vírus da Tristeza dos Citros que 
atingiu as plantações sobre laranjeira Azeda, porta-enxertos alternativos começaram a ser 
utilizados, como o citrumeleiro Swingle e principalmente o limoeiro Cravo (Bové & Ayres, 
2007). O limoeiro Cravo possui uma boa resistência à seca enquanto que o citrumeleiro Swingle 
possui resistência moderada (Pompeu Jr et al., 2004). Devido ao seu bom desempenho 
fisiológico e produtivo sob déficit hídrico (Boscariol-Camargo et al., 2007; Donato et al., 2007; 
Magalhães Filho et al., 2008; Pedroso et al., 2014), além da tolerância ao vírus da Tristeza dos 
Citros, produtividade alta e precoce de frutos (Castle, 2010), o limoeiro Cravo passou a ser 
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dominante na citricultura paulista. Desde 1999, a Morte Súbita dos Citros causou a perda de 
milhares de árvores enxertadas em limoeiro Cravo (Bové & Ayres, 2007). Embora o limoeiro 
Cravo continue sendo o porta-enxerto mais utilizado na citricultura brasileira sabe-se dos riscos 
aos quais a cadeia produtiva dos citros está sujeita com o uso predominante de um único porta-
enxerto.  
A adaptação à seca depende de várias características fisiológicas e morfológicas 
(Bray, 1993). Os motivos pelos quais o limoeiro Cravo se adapta melhor à deficiência hídrica 
ainda não são totalmente conhecidos e devem ser estudados para que porta-enxertos 
alternativos, com características fenotípicas e fisiológicas desejáveis possam ser selecionados 
(Magalhães Filho et al., 2008) e contribuam para a sustentabilidade da citricultura. Sob déficit 
hídrico, plantas enxertadas no limoeiro Cravo apresentam redução nas trocas gasosas sem 
alterações significativas na eficiência quântica do fotossistema II, o que sugere a existência de 
mecanismos de dissipação de energia, como a fotorrespiração, que protegem a atividade 
fotoquímica (Erismann et al., 2008; Pedroso et al., 2014). O déficit hídrico também induz a 
transcrição de genes relacionados com a síntese de prolina, aquaporinas e dehidrinas no 
limoeiro Cravo (Boscariol-Camargo et al., 2007), moléculas envolvidas com mecanismos de 
tolerância à seca. Em comparação a outros porta-enxertos, o sistema radicular do limoeiro 
Cravo possui maior condutividade hidráulica, o que confere melhor hidratação da parte aérea e 
manutenção da abertura estomática (Medina & Machado, 1998; Medina et al., 1998), 
favorecendo as trocas gasosas mesmo em condições de déficit hídrico (Pedroso et al., 2014). 
Além disso, as raízes também apresentam maior taxa de crescimento e acúmulo de carboidratos 
solúveis em condições de déficit hídrico, sendo um forte dreno de fotoassimilados (Pedroso et 
al., 2014). 
 
Balanço hídrico 
 
A falta de água impõe grande redução na produtividade agrícola, sendo os estresses 
abióticos as principais causas de perdas agrícolas. Uma melhor compreensão do movimento da 
água no solo e da captação de água pelas grandes culturas é crucial para o desenvolvimento de 
sistemas eficazes de irrigação e drenagem (Satchithanantham et al., 2014). Em resposta à menor 
disponibilidade de água, as plantas apresentam estratégias para superar o período de estresse 
hídrico. Essas estratégias envolvem alterações morfológicas, fisiológicas, metabólicas e 
genéticas, permitindo a aclimatação e a adaptação das plantas e as tornando capazes de manter 
o desenvolvimento quando sob estresse (Chaves et al., 2002). Cultivares com maior resistência 
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ao estresse hídrico são cruciais para manter a produtividade agrícola em áreas onde as estações 
secas são comuns e a irrigação pouco utilizada (Martínez et al., 2007). 
O transporte de água no xilema é explicado pela teoria da coesão-tensão, sendo um 
processo passivo que não requer investimento metabólico da planta. A necessidade de um 
mecanismo passivo de transporte resulta do fato de que mais de 90% de toda a água absorvida 
por uma planta não é usada diretamente para o crescimento ou fotossíntese, sendo simplesmente 
perdida por transpiração enquanto as plantas capturam CO2 pelos estômatos (Hacke & Sperry, 
2001). Quando os estômatos abrem para a entrada de CO2 muitas moléculas de água escapam 
para a atmosfera, pois o ar que circunda as plantas, mesmo em um dia de alta umidade, é mais 
seco quando comparado ao ambiente interno das folhas (Cochard, 2014). Em outras palavras, 
o gradiente de concentração para a absorção de dióxido de carbono é muito menor que o 
gradiente de concentração que regula a perda de água para a atmosfera. Para evitar a 
desidratação e maximizar a absorção de CO2, as plantas desenvolveram adaptações para 
controlar a perda de água pelas folhas e repor a água perdida para a atmosfera com a água 
extraída do solo (Taiz et al., 2017). É importante que as plantas terrestres consigam manter o 
balanço hídrico e a hidratação em situações variadas de disponibilidade de água. Pequenos 
desequilíbrios entre a absorção e a perda de água podem prejudicar o desenvolvimento vegetal 
causando dessecação e danos ao aparato fotossintético (Brodribb, 2009). Quando a água no solo 
está escassa, a abertura estomática é reduzida para que a perda de água por transpiração seja 
minimizada. Com isso, as trocas gasosas da copa são afetadas, podendo haver redução das taxas 
fotossintéticas e consequentemente da produção de fotoassimilados. 
As plantas desenvolveram vários mecanismos para sobreviver à seca, como maior 
razão raiz/parte aérea, folhas com área reduzida e menos numerosas e o aumento da capacidade 
de absorver ou reter a água (Lei et al., 2006). A razão raiz/parte aérea parece ser governada por 
um balanço funcional entre a absorção de água pelas raízes e a fotossíntese pela parte aérea. A 
expansão foliar é afetada precocemente quando a absorção de água é reduzida, sendo a atividade 
fotossintética menos sensível. Com isso, o uso de fotoassimilados é reduzido na parte aérea e 
uma maior proporção desses compostos pode ser distribuída ao sistema subterrâneo, onde eles 
podem sustentar o crescimento posterior das raízes. O maior acúmulo de carboidratos solúveis 
na raiz durante o déficit hídrico sugere investimento no crescimento deste órgão visando a 
melhoria da absorção de água (Pedroso et al., 2014).  
Devido à natureza imprevisível das chuvas, as plantas devem ser capazes de 
detectar a deficiência hídrica do solo e regular o seu consumo de água. A redução da 
disponibilidade hídrica no solo promove a produção de sinais hidráulicos e químicos a partir da 
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raiz que são percebidos na parte aérea da planta, com consequente fechamento estomático e 
redução da desidratação das folhas (Wilkinson & Davies, 2010). A abertura estomática é 
sensível a múltiplas influências ambientais e os estômatos têm capacidade de responder 
rapidamente a mudanças no ambiente. Essa capacidade é essencial para as plantas que precisam 
otimizar a absorção de CO2 e reduzir a perda de água em condições ambientais oscilantes 
(Damour et al., 2010).   
Os sinais químicos podem ser hormônios como o ácido abscísico (ABA) 
(Wilkinson & Davies, 2010) que são transportados pelo xilema e estabelecem a comunicação 
entre raízes e folhas em condições de déficit hídrico. A concentração de ABA no xilema se 
eleva quando a planta é exposta a estresse hídrico (Wilkinson & Davies, 2002). Nessa situação, 
a biossíntese de ABA aumenta nas raízes e o hormônio é translocado para a parte aérea via 
xilema, causando fechamento estomático (Zhang & Davies, 1987; Gomes et al., 2004). A 
relação entre a biossíntese de ABA e a desidratação das raízes varia com as espécies (Zhang & 
Tardieu, 1996). Sob déficit hídrico leve e gradualmente induzido, a taxa de redução da 
fotossíntese em videira foi relacionada à redução da condutância estomática (Flexas et al., 
1999), induzida por sinais químicos produzidos na raiz (Davies & Zhang, 1991). 
Além dos sinais químicos, existe a sinalização hidráulica capaz de induzir o 
fechamento estomático (Christmann et al., 2007). Essa sinalização é baseada em mudanças nas 
relações hídricas que se propagam ao longo da planta (Damour et al., 2010). Os sinais de 
pressão hidráulica constituem mudanças na pressão da água que se propagam dentro dos tecidos 
das plantas através de uma profusão de conexões hidráulicas representadas pelo xilema 
(Malone, 1993). O estado hídrico das células, tecidos e órgãos da planta tende ao equilíbrio 
dinâmico devido à integração da sua arquitetura hidráulica (Cruiziat et al., 2002), levando à 
ideia de que uma mudança no fluxo de água em uma posição da planta pode ser transmitida 
pelo xilema à outra posição (Smart et al., 2005). Independente de qual é o primeiro sinal a 
induzir o fechamento estomático (hidráulico ou químico), esse fenômeno tem grandes 
consequências para a fisiologia das plantas sob déficit hídrico. Todavia, a maior importância 
dos sinais de pressão hidráulica em relação aos químicos para o crescimento das plantas sob 
déficit hídrico tem sido relatada em alguns estudos (Christmann et al., 2007; Rodrigues et al., 
2008).  
 
Redistribuição hidráulica 
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Enquanto as relações hídricas são um aspecto importante para o entendimento da 
fisiologia das plantas terrestres, a redistribuição hidráulica é um dos componentes que 
determinam o balanço hídrico no corpo vegetal (Caldwell et al., 1998). Richards e Caldwell 
(1987) chamaram de hydraulic lift o fenômeno de transferência de água das raízes mais 
profundas para as mais superficiais em função de um gradiente de potencial da água. Como a 
água pode ser transportada em qualquer sentido na raiz, não apenas debaixo para cima, Burgess 
et al. (1998) sugeriram que o termo redistribuição hidráulica era mais adequado para nomear 
esse fenômeno. A redistribuição hidráulica é o movimento passivo de água nas raízes seguindo 
um gradiente de potencial. Assim, a água é absorvida por raízes presentes em locais onde o solo 
está úmido e liberada em outras posições onde a raiz está em contato com solo seco (Leffler et 
al., 2005). 
Quando a gravidade não é força significativa e considerando o corpo vegetal, o 
potencial osmótico da água é a força motriz para que o movimento de água e, portanto, para a 
redistribuição hidráulica (Prieto et al., 2012). Quando a demanda por água excede o suprimento, 
as plantas precisam achar outras fontes de água ou conservar mais a água disponível para 
minimizar o estresse hídrico (Irvine et al., 2005). A redistribuição hidráulica geralmente ocorre 
durante a noite na ausência ou sob baixa transpiração, quando os estômatos estão quase todos 
fechados (Pereira et al., 2006). Nessa situação, a água pode se mover das raízes mais úmidas 
que possuem potencial da água maior para as mais secas devido ao seu baixo potencial da água 
(Lambers et al., 2008). Dados experimentais mostram que a água pode ser redistribuída pelo 
sistema radicular em qualquer direção, seguindo sempre o gradiente de potencial da água 
(Burgess & Bleby, 2006). Desta maneira, a fração do sistema radicular na parte seca se tornaria 
um segundo dreno de água em adição à transpiração das folhas (Soar et al., 2004; Smart et al., 
2005; Tardieu et al., 2010).  
As plantas se beneficiam de muitas maneiras da redistribuição hidráulica (Hafner 
et al., 2017). Por exemplo, as raízes em solo seco podem ser mantidas vivas (Bauerle et al., 
2008) e assim os nutrientes localizados na parte seca do solo tornam-se acessíveis (Caldwell et 
al., 1998; Querejeta et al., 2003). Com a redistribuição de água, a condutividade hidráulica das 
raízes pode ser mantida uma vez que há redução dos danos causados pela baixa disponibilidade 
de água no solo (Hirota et al., 2004; Meinzer et al., 2004; Domec et al., 2012). Meinzer et al. 
(2004) mostraram que uma das consequências primárias da redistribuição hidráulica em 
coníferas e espécies do cerrado foi a manutenção da atividade fisiológicas das raízes sob seca, 
atrasando a dano fisiológico causado pelo baixo potencial da água no solo. Com isso, as taxas 
de transpiração, fotossíntese e crescimento são aumentadas através da redistribuição hidráulica 
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(Brooks et al., 2002; Howard et al., 2009), que exerce influência tanto nas raízes como na parte 
aérea  (Prieto et al., 2012). 
Em um estudo feito na Amazônia, Lee et al. (2005) mostraram que a redistribuição 
hidráulica causa um aumento na eficiência do transporte de água das raízes, transferindo água 
para as raízes profundas durante a estação úmida para armazenamento e transferindo essa água 
armazenada para as raízes mais superficiais durante a estação seca. A ocorrência de 
redistribuição hidráulica sob condições de seca extrema já foi bem demonstrada em espécies 
arbóreas (Nadezhdina et al., 2006, 2009; Zapater et al., 2011) e estudos recentes mostraram que 
a redistribuição hidráulica também acontece sob condições de estresse hídrico moderado 
(Hafner et al., 2017). A quantidade de água redistribuída depende da espécie e varia de acordo 
com a estrutura do xilema (Bauerle et al., 2008). Em condições idênticas, plantas com diâmetro 
de vasos maiores devem ser capazes de redistribuir mais água ao longo do tempo do que as 
plantas com diâmetro de vasos menores (Hafner et al., 2017). 
 
Ajuste osmótico 
 
O acúmulo ativo de solutos na célula em resposta à redução da disponibilidade de 
água no ambiente em que a célula se encontra é chamado de ajuste osmótico. Como 
consequência deste acúmulo, o potencial osmótico da célula é reduzido e assim a redução do 
potencial total da água causará maior absorção de água e manutenção do turgor (Babu et al., 
1999). A manutenção do turgor tem sido reportada como essencial para a manutenção da 
atividade celular normal, contribuindo para o crescimento em condições de baixa 
disponibilidade hídrica (Martínez et al., 2007). 
O ajuste osmótico é um bom indicativo da resistência à seca (Bartlett et al., 2012; 
Scholz et al., 2012), aliviando os danos do estresse hídrico em várias espécies de plantas 
(Martínez et al., 2004). Em plantas cítricas, existem poucos estudos correlacionando o ajuste 
osmótico à tolerância a seca. Em um estudo com mudas de citros com e sem associações 
micorrízicas foi mostrado o acúmulo de solutos orgânicos e inorgânicos mesmo nas plantas sem 
associação, sugerindo o ajuste osmótico como uma resposta à falta de água (Wu & Xia, 2006; 
Wu et al., 2007). 
O ajuste osmótico é uma importante adaptação fisiológica à falta de água, pois 
facilita a extração deste recurso de solos secos e mantém o turgor das células, o crescimento e 
as trocas gasosas em ambientes com baixa disponibilidade hídrica (White et al., 2000; Chaves 
et al., 2003). O ajuste osmótico é usualmente associado ao aumento da concentração de íons 
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inorgânicos (Na+, K+ e Cl-) na célula, bem como pelo acúmulo de solutos orgânicos compatíveis 
(Silva et al., 2009). Entre os compostos orgânicos, os nitrogenados – aminoácidos, inclusive a 
prolina e compostos quaternários de amônio, entre eles a glicina-betaína – carboidratos e 
poliálcoois são os solutos mais comumente acumulados em plantas em condições de estresse 
(Ashraf & Harris, 2004). Os compostos acumulados no ajuste osmótico beneficiam as células 
estressadas de duas formas: agindo como osmólitos no citoplasma e assim facilitando a 
absorção e retenção de água; e protegendo e estabilizando macromoléculas e estruturas como 
proteínas, membranas e cloroplastos de danos causados pelas condições estressantes (Martínez 
et al., 2004). Por outro lado, o ajuste osmótico apresenta um custo metabólico para a planta 
devido à síntese de moléculas orgânicas e o uso de açúcares que ficam indisponíveis para a 
síntese de biomassa (McCree, 1986). 
 
Hipóteses e Objetivos 
 
O entendimento e a manipulação das relações hídricas e da resistência à seca 
variando as técnicas de manejo dos citros, como a escolha do porta-enxerto, podem aumentar 
significativamente a produtividade e melhorar a qualidade ambiental proporcionando 
benefícios econômicos importantes para citricultura (Sinclair & Purcell, 2005). Contudo, a 
redistribuição hidráulica como uma estratégia morfofisiológica associada à resistência ao 
déficit hídrico não foi estudada em citros. Como consequência da redistribuição hidráulica, o 
sistema radicular poderia se desenvolver em condição de baixa disponibilidade hídrica, 
motivando a resistência diferencial dos porta-enxertos à seca.  
O primeiro objetivo deste estudo é verificar se as espécies cítricas têm habilidade 
de redistribuir água durante períodos de seca, pois acreditamos que (a) elas possuem habilidade 
para redistribuir água quando esse recurso está disponível apenas para parte do sistema radicular 
e que (b) a redistribuição hidráulica varia com o porta-enxerto utilizado, promovendo 
resistência diferencial das espécies à seca. Esperamos que o porta-enxerto limoeiro Cravo, 
espécie conhecida por sua maior resistência à seca, apresente maior habilidade de redistribuir 
água em relação ao citrumeleiro Swingle. O segundo objetivo é verificar quais os mecanismos 
morfo-fisiológicos estão envolvidos na redistribuição hidráulica dessas espécies cítricas, 
esperando que o ajuste osmótico seja uma característica associada à redistribuição hidráulica. 
Para isso, foi realizado um estudo composto por dois experimentos, cujos resultados 
são organizados em dois capítulos. Os estudos foram feitos com laranjeiras Valência enxertadas 
nos dois porta-enxertos mais utilizados na citricultura brasileira, o limoeiro Cravo e o 
19 
 
citrumeleiro Swingle. No primeiro capítulo, é apresentado o estudo feito com uma combinação 
dos dois porta-enxertos (limoeiro Cravo e citrumeleiro Swingle) em uma só copa (laranjeira 
Valência). Dessa forma, a transpiração da parte aérea da planta era a mesma para os dois porta-
enxertos. Uma vez evidenciado que as espécies estudadas possuíam a habilidade de redistribuir 
água, avaliou-se no segundo capítulo a habilidade de redistribuir água de cada espécie 
individualmente, testando a hipótese de que a redistribuição de água está associada à resistência 
diferencial das espécies à seca. 
 
20 
 
Capítulo 1 
Artigo publicado na Theoretical and Experimental Plant Physiology  
DOI: 10.1007/s40626-018-0111-8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hydraulic redistribution in citrus rootstocks 
under drought 
 
 
  
21 
 
Running title: Hydraulic redistribution in citrus rootstocks 
 
Hydraulic redistribution in citrus rootstocks under drought 
 
Marcela Trevenzoli Miranda1; Simone Ferreira da Silva1; Barbara Baêsso Moura1; Adriana 
Hissae Hayashi2; Eduardo Caruso Machado3; Rafael Vasconcelos Ribeiro1,* 
 
1 Department of Plant Biology, Institute of Biology, University of Campinas (UNICAMP), 
Campinas SP, Brazil 
2 Núcleo de Pesquisa em Anatomia, Instituto de Botânica, São Paulo SP, Brazil 
3 Laboratory of Plant Physiology “Coaracy M. Franco”, Center R&D in Ecophysiology and 
Biophysics, Agronomic Institute (IAC), Campinas SP, Brazil 
 
*Corresponding author: rvr@unicamp.br 
 
Abstract 
 
Hydraulic redistribution could contribute significantly to plant water balance under limiting 
conditions, reducing plant sensitivity to drought. We hypothesized that citrus species are able 
to redistribute water under drought, transporting water from a wet to a dry portion of root 
system. Using an unusual experimental design, Rangpur lime and Swingle citrumelo rootstocks 
were inarched into Valencia sweet orange trunk and subjected to water withholding. In a split 
root system, each plant was composed by two rootstocks, isolated from each other. During 
water deficit, only one rootstock faced low water availability while the other remained well 
watered. Sap flow, leaf water potential and soil moisture were monitored for 42 days. We found 
reserve sap flow in both rootstocks, with water being transported from the irrigated rootstock 
to the non-irrigated one. Nocturnal sap flow of well-watered rootstocks revealed that water 
redistribution continued at night, with Rangpur lime showing higher hydraulic redistribution 
than Swingle citrumelo. The ability of citrus roots to redistribute water is genotype-dependent 
and may be an important physiological mechanism associated with drought tolerance in citrus 
rootstocks. 
 
Keywords: Citrus; partial root drying; Rangpur lime; sap flow; Swingle citrumelo; drought 
tolerance 
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Introduction 
 
Water deficit causes large losses in plant productivity, over 50% of the worldwide 
land surface is vulnerable to drought stress, including large extensions of arable land (Chaves 
and Davies 2010). Fruit production and quality depend heavily on how citrus trees deal with 
drought stress as they are subjected to large seasonal variation of water availability (Ribeiro 
and Machado 2007; Ribeiro et al. 2009). The root system is an important plant organ 
responsible for sensing changes in soil water deficit and triggering plant responses (Dodd et al. 
2010). During the night, when sap flow may reach 12% of total daily sap flow (Foster 2014), 
some plant species perform hydraulic redistribution by roots, minimizing the negative effects 
of water deficit stress (Caldwell et al. 1998). Hydraulic redistribution is a mostly passive 
process, requiring only a gradient of water potential between wet and dry soil portions and a 
relatively low resistance to reverse flow in roots (Brooks et al. 2002). Although the direction of 
water movement in soil is typically toward shallow and drier soil layers (hydraulic lifting), sap 
flow measurements in trees have revealed that roots can also redistribute water downward or 
laterally (Burgess 1998; Schulze et al. 1998; Sakuratani et al. 1999; Smith et al. 1999) and then 
hydraulic redistribution can contribute significantly to plant water balance (Dawson 1996). A 
significant proportion of nocturnal sap flow is due to hydraulic redistribution either within plant 
tissues or between plant organs and the environment (Zeppel et al. 2014). 
Hydraulic redistribution may alleviate plant water stress by maintaining root 
function in drier shallow soils (Domec et al. 2004) thereby maintaining cell turgor for plant 
growth (Hsiao and Xu 2000), avoiding loss of root hydraulic conductivity (Nobel and Cuif 
1992) and reduction in leaf water content in plants under low water availability (Nardini and 
Pitt 1999; Bauerle et al. 2008). As consequence of hydraulic redistribution, trees use soil water 
more effectively, creating continuous absorption from moist soil layers and facilitating root 
growth and survival in drier soil layers (Dawson 1993). The occurrence of hydraulic 
redistribution may contradict the expected reduction in leaf transpiration, a well-known plant 
response to drought. In short term, plants can increase their root volume through hydraulic 
redistribution, increasing water uptake and transfer to the atmosphere (Oliveira et al. 2005). 
For more than one century, citriculture has benefited from the advantages of 
grafting, with rootstocks affecting significantly scion performance, fruit yield and quality. In 
fact, the main agronomic characteristics of citrus trees are determined by the interaction 
between scion and rootstock (Ribeiro et al. 2014). Currently, two of the most important 
rootstocks in the Brazilian citrus industry are Rangpur lime and Swingle citrumelo, with the 
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former being more tolerant to drought (Pompeu Jr et al. 2004). Under water deficit, plants 
grafted on Rangpur lime showed decreases in leaf gas exchange without significant changes in 
primary photochemistry (Erismann et al. 2008; Pedroso et al. 2014). Water deficit also induces 
transcription of genes related to proline, aquaporins and synthesis of dehydrins in Rangpur lime 
(Boscariol-Camargo et al. 2007), suggesting changes in physiological processes related to 
drought tolerance. Compared to other rootstocks, Rangpur lime has higher root hydraulic 
conductivity, which supports higher shoot hydration and stomatal conductance (Medina and 
Machado 1998; Medina et al. 1998). In addition, Rangpur lime roots present higher growth rate 
and accumulation of soluble carbohydrates under water deficit (Pedroso et al. 2014). Besides 
the significant effort for revealing the basis of drought tolerance in citrus species, hydraulic 
redistribution as a mechanism of drought tolerance remains unknown in citrus rootstocks. 
The aim of this work was to test the hypothesis that citrus species have the ability 
to redistribute water under drought stress. In an unusual experimental system, we combined two 
citrus rootstocks in a single plant, with Rangpur lime and Swingle citrumelo rootstocks being 
inarching into Valencia sweet orange trunk. In such triple-species plant, the main driving force 
to sap ascent – i.e. transpiration – is promoted by Valencia sweet orange shoots, which is the 
same for both rootstocks. 
 
Material and methods 
 
Plant material and experimental strategy 
Through the technique of inarching, Rangpur lime (Citrus limonia Osbeck) and 
Swingle citrumelo [Citrus paradisi Macf x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] rootstocks were 
connected to Valencia sweet orange [Citrus sinensis (L.) Osbeck] trunk. In such way, plants 
formed had two root systems, one of Rangpur lime and another of Swingle citrumelo in distinct 
pots (Fig. 1). Plants were grown in 10 L pots filled with a mixture of soil and organic substrate 
composed of Pinus bark (Multicitrus, Terra do Paraíso Ltda., Holambra SP, Brazil) and were 
about one year old when they were inarched and about five years old when this study was 
performed. 
The experiment was carried out under greenhouse conditions, where air temperature 
and relative humidity were monitored with air temperature- and humidity-sensors (Yara ZIM 
Plant Technology, Hennigsdorf, Germany). Soil moisture was also monitored with WaterScout 
SM100 Soil Moisture Sensors (Spectrum Technologies, Inc. Aurora IL, USA) installed at 15 
cm depth, according to the manufacturer's instructions.  
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The experiment was begun on Nov. 12, 2016, with the plants being irrigated daily 
with 500 mL of tap water in each pot. After five days, watering was stopped only in Rangpur 
lime, while Swingle citrumelo was maintained well-watered with 500 mL of water per day. 
After 15 days under water deficit, Rangpur lime was rehydrated for three days and then 
irrigation was stopped only in Swingle citrumelo for 15 days, as done previously in Rangpur 
lime. Afterwards, Swingle citrumelo was rehydrated for another three days and the experiment 
was finished. For better understanding of this experiment, the period in which Rangpur lime 
was maintained under water deficit is called WDR while the period in which Swingle citrumelo 
did not receive water is called WDS. 
 
Leaf water potential and sap flow 
During the experimental period, leaf water potential (Ѱw) was evaluated with a 
pressure chamber (Model 1000, PMS Instrument Company, Albany OR, USA) in five plants 
(at 10:00 h), on leaves covered with aluminum foil for one hour to minimize transpiration. 
Those measurements of Ѱw were done in five days: before WDR (day 6); at the end of WDR 
(day 20); after rehydration of Rangpur lime and before WDS (day 23); at the end of WDS (day 
38); and after Swingle citrumelo rehydration (day 41). 
Sap velocity was measured in Rangpur lime and Swingle citrumelo rootstocks using 
SFM1 Sap Flow Meters (ICT International, Armidale NSW, Australia). Sensors were installed 
in three plants (with one sensor in each rootstock) with a drill and a drill guide as described in 
the manufacturer's manual (Burgess and Downey 2014). As the diameters of rootstock segments 
were smaller than the length of the SFM1 measurement needles, the thermistors were positioned 
in a way that only the inner measurement point of each needle was used. The probes were 
insulated from solar radiation and external heat using insulating foam (Burgess and Downey 
2014). Sap flow measurements were based on the Heat Ratio Method, in which a small heat 
pulse is applied as a tracer to calculate the speed and volume of water passing through the plant, 
allowing the detection of reverse flow (Marshall 1958; Burgess et al. 2001). The sensors were 
programmed to perform measurements every 15 minutes (Williams et al. 2004) and the values 
were plotted at each hour. Herein, temporal reference was used as there were a limited number 
of sensors. Then, reference sap flow values under well-watered conditions are shown at the 
beginning of the experimental period, when all plants were irrigated. In well-hydrated plants, 
sensor signals (output) were evaluated when sap flow was null to determine the offset values 
and then reverse flow rates. On the 3th day of experiment, air relative humidity reached 99.9% 
during the night (Fig. 2b) and we assumed that transpiration and sap flow must be null in well-
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watered plants at this moment. Normalized sap flow (NSF) is reported herein, i.e. percentage 
of the maximum sap flow value found in each rootstock (Burgess and Dawson 2008).  
 
Data analysis 
The experimental design was completely randomized and there were five triple-
species plants, as described in section 2.1. Mean values of leaf water potential (n=5, each 
measurement taken in one triple-species plant) were compared by the Friedman test (p<0.05). 
When appropriate, regression analysis was performed and r2 and p-values shown.  
 
Results 
 
Environmental conditions 
Air relative humidity and temperature were monitored and none large and sudden 
variation was noticed, with exception of the first few days when the maximum air temperature 
was reduced and the minimum RH increased due to rainfall outside the greenhouse (Fig. 2a,b). 
On average, air temperature was 25.2±5.2oC and RH was 68.9±18.4% when considering the 
entire experimental period. Soil moisture data revealed decreases in water availability caused 
by water withholding, with similar minimum soil moisture for both rootstocks, i.e. around 15% 
of the maximum soil moisture (Fig. 2c). When only one rootstock was irrigated, we also noticed 
a reduction in soil water availability in the irrigated pot, regardless of rootstock species (Fig. 
2c). 
 
Leaf water potential and sap flow 
Leaf water potential was decreased due to low water availability and similar values 
between rootstocks were found at water deficit and after rehydration (Fig. 3). 
In both rootstocks, there was a significant reduction in sap flow under water deficit 
(Fig. 4). Reverse sap flow was also noticed under low water availability, reaching about 20% 
of maximum sap flow in both rootstocks (Fig. 4). 
Interestingly, we noticed increases in nocturnal sap flow in Rangpur lime during 
WDS, i.e. when Rangpur lime was hydrated and Swingle citrumelo was not receiving water 
(Fig. 4a), reaching about 10% of maximum sap flow. As compared to Rangpur lime, increases 
in nocturnal sap flow of hydrated plants were lower in Swingle citrumelo (Fig. 4b). When 
irrigation was resumed, NSF was increased in both rootstock species (Fig. 4).  
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When considering the daytime, we noticed most of inverse sap flow occurred 
between 15:00 and 18:00 h (Supplementary Material Fig. S1). Then, NSF values were averaged 
over this period and the correlation between NFS of Rangpur lime and Swingle citrumelo 
studied during the water deficit periods (Fig. 5). During WDR (black circles), NSF in Rangpur 
lime (x axis) was negative and NSF in Swingle citrumelo (y axis) was between 30% and 60% 
of maximum NSF (Fig. 5). During WDS (white circles), negative NSF values were also noticed 
in Swingle citrumelo, but the positive NSF in Rangpur lime varied between 40% and 80% of 
maximum values (Fig. 5). 
Taking into account the increased nocturnal sap flow noticed in both rootstocks 
(Fig. 4), we decided to further investigate the correlations between NSF and environmental 
conditions at 0:00 h (at the middle of nighttime period). Non-significant (p>0.5) correlations 
were found between NSF and air temperature or relative humidity for both rootstocks 
(Supplementary Material Fig. S2). However, there was a significant correlation between the 
NSF of the rootstock under well-watered conditions and the soil moisture of the rootstock under 
water deficit (Fig. 6). When soil moisture was lower than 20-30% of maximum, both rootstocks 
exhibited a sharp increase in nocturnal NSF and such response was more intense in Rangpur 
lime (Fig. 6). 
 
Discussion 
 
Changes in normalized sap flow revealed the ability of citrus species in 
redistributing water when such natural resource is limiting, with both rootstocks presenting this 
physiological mechanism (Figs. 4 and 5). Under water deficit, both rootstocks exhibited reverse 
sap flow at night, indicating that water is reaching the non-irrigated root system. However, 
hydraulic redistribution by Rangpur lime seems to be higher than in Swingle citrumelo, as 
evidenced by NSF values between 15:00 and 18:00 h in both rootstocks. Although the 
magnitude of sap flow is similar between rootstocks, the amount of water transported may be 
different as rootstock species have distinct hydraulic and anatomical characteristics (Medina et 
al. 1998; Cohen and Naor 2002; Basile et al. 2003; Tombesi et al. 2010; Martínez-Alcántara et 
al. 2013). 
As the apparent higher ability of Rangpur lime would be due to a larger root system 
as compared Swingle citrumelo, we also evaluated the amount of biomass in both species to 
avoid any misleading interpretation about hydraulic redistribution in citrus rootstocks. 
Curiously, root dry matter in Swingle citrumelo was about 2.6 times bigger than in Rangpur 
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lime (76.3±16.2 vs. 29.4±5.7 g) and these data indicate that Rangpur lime was able to absorb 
more water than Swingle citrumelo despite its smaller root system. 
As leaf water potential decreased when only one rootstock was irrigated (Fig. 3), 
our data suggest that water supplying by only part of roots was insufficient to maintain leaf 
hydration, regardless of the rootstock species. Our experiment was conducted during the 
summer season and inside a greenhouse, where maximum air temperatures reached almost 40ºC 
and RH was about 30% to 45% throughout the day (Fig. 2a,b). Due to these conditions, plants 
faced high evaporative demand, which may justify insufficient water supply by only one 
rootstock. In addition, there was a reduction on the percentage of soil moisture in irrigated pots, 
even with daily irrigation (Fig. 2c). Then, we may argue that both evaporative demand (Fig. 
2a,b) and hydraulic redistribution (Fig. 6) were responsible for increasing water uptake by roots 
under well-watered conditions. As there was no correlation between nocturnal NSF and 
atmospheric conditions (Fig. S2), we may also argue that water flow during the night was not 
caused by changes in temperature and relative humidity. In fact, we have shown that increases 
in nocturnal NSF of well-watered rootstocks occurred when soil moisture reached low levels 
(< 30% of maximum) in the water-stressed rootstock (Fig. 6). As plant canopy was supplied 
with water by the well-watered rootstock (Fig. 4) and Ѱw at 10:00 h was higher than -2 MPa 
(Fig. 3), severe embolism is unlikely. However, nocturnal water flow and its significance for 
xylem refilling in water-stressed rootstock cannot be discarded as this phenomenon happens 
during nighttime period (Forster 2014).  
Concluding, our initial hypothesis was confirmed and citrus species have the ability 
to redistribute water under drought. However, further studies are needed to reveal the 
volumetric magnitude of hydraulic redistribution among rootstock species. Such variation in 
hydraulic redistribution is likely associated with differential drought tolerance between citrus 
species. Further investigation would also reveal the significance of hydraulic redistribution for 
citrus yield and growth under field conditions as well as how plants generate the gradient of 
water potential needed for water movement from wet to dry root portions. 
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Figures 
 
 
 
Fig. 1 Overview of triple-species plants composed by Rangpur lime (left side) and Swingle 
citrumelo (right side) rootstocks inarched on Valencia sweet orange trunk (black arrow).  
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Fig. 2 Daily maximum and minimum air temperature (a), air relative humidity (b) and relative 
soil moisture (c) during the experimental period. Arrow indicates the moment in which RH 
reached 99.9%. In (c), soil moisture (SM) is given as percentage of the maximum value and 
symbols are mean values (n=2) ± SD. Black circles indicate soil moisture in pots with Rangpur 
lime, whereas white ones indicate soil moisture in pots with Swingle citrumelo. Dashed lines 
indicate the first day of rehydration for Rangpur lime and Swingle citrumelo rootstocks. 
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Fig. 3 Changes in leaf water potential (Ѱw) of Valencia sweet orange under varying water 
availability. Symbols represent mean values (n=5) ± SD and different letters indicate statistical 
difference (p<0.05) among evaluation times (i.e., water conditions). Gray areas represent the 
periods of water deficit: the first gray area indicates Rangpur lime under water deficit (water 
withholding and rehydration at the 5th and 20th day, respectively); and the second one Swingle 
citrumelo under water deficit (water withholding and rehydration at the 23th and 38th day, 
respectively). 
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Fig. 4 Normalized sap flow of Rangpur lime (a) and Swingle citrumelo (b) rootstocks under 
varying water availability. Symbols represent mean values (n=3) ± SD. Gray areas represent 
the periods of water deficit: the first gray area indicates Rangpur lime under water deficit (water 
withholding and rehydration at the 5th and 20th day, respectively); and the second one Swingle 
citrumelo under water deficit (water withholding and rehydration at the 23th and 38th day, 
respectively). 
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Fig. 5 Correlation between the normalized sap flow (NSF) of Rangpur lime and Swingle 
citrumelo rootstocks measured between 15:00 and 18:00 h, when most of inverse sap flow was 
recorded (Supplementary Material Fig. S1). Black circles indicate NSF of Rangpur lime under 
water deficit period (WDR), whereas white circles indicate NSF of Swingle citrumelo under 
water deficit (WDS). Symbols represent mean values (n=3) ± SD. 
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Fig. 6. Correlation between the normalized sap flow (NSF) of well-watered rootstock and the 
relative soil moisture (Θ) of water-stressed rootstock at midnight (0:00 h). In (a), NSF of well-
watered Rangpur lime vs. Θ of Swingle citrumelo under water deficit. In (b), NSF of well-
watered Swingle citrumelo vs. Θ of Rangpur lime under water deficit. Symbols represent the 
mean values (n=3 for NSF and n=2 for Θ) ± SD. 
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Supplementary Material 
 
 
Fig. S1 Time in which the minimum normalized sap flow (NSF) values were recorded during 
the last ten days of water deficit, when inversion of NSF was found to occur in both rootstocks. 
Daytime period was divided in intervals of three hours and data from both rootstocks were 
pooled. Six sensors and ten days were evaluated. In general, NSFminimum was recorded between 
15:01 and 18:00 h in 53% of cases (32 in 60 times).  
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Fig. S2 
 
Fig. S2 Correlations between nocturnal NSF of Rangpur (a,b) and Swingle (c,d) rootstocks with 
air temperature (a,c) and relative humidity (RH, b,d). Data were sampled at 0:00 h (midnight) 
during the entire experimental period. There were non-significant correlations between 
variables for both rootstocks (p>0.05). Symbols represent the mean values (n=3) ± SD. 
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Capítulo 2 
 
 
 
 
Ajuste osmótico e redistribuição hidráulica 
como mecanismos de resistência à seca em 
porta-enxertos de citros 
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Introdução 
 
A seca é um fator importante que limita a produtividade das culturas em todo o 
mundo e espécies com maior resistência ao estresse hídrico são cruciais para manter o 
rendimento das culturas em áreas onde as estações secas são comuns (Martínez et al., 2007). 
Aprimorar a resistência à seca em espécies cultivadas é um dos principais objetivos da maioria 
dos programas de melhoramento genético e por isso muitos estudos têm sido realizados para 
identificar características fisiológicas que possam ser utilizadas como critérios de seleção para 
a resistência à seca (Lizana et al., 2006). Um dos mecanismos que pode ajudar as plantas a 
evitarem o estresse hídrico é a redistribuição hidráulica (Caldwell et al., 1998). 
O movimento passivo de água nas raízes seguindo um gradiente de potencial.  é 
conhecido como redistribuição hidráulica. Quando os estômatos estão abertos durante o dia, a 
transpiração é a principal força motriz do movimento ascendente de água (Bauerle et al., 2008). 
À noite, quando os estômatos estão fechados, a água pode se mover no interior do corpo da 
planta em função da diferença de potencial da água entre dois pontos (Richards & Caldwell, 
1987; Neumann & Gardon, 2012). A redistribuição hidráulica foi documentada em plantas de 
diversos ambientes, como deserto e semiárido (Richards & Caldwell, 1987), savanas (Ludwig 
et al., 2003), florestas temperadas (Emerman & Dawson, 1996; Brooks et al., 2002) e florestas 
tropicais (Meinzer et al., 2004; Oliveira et al., 2005). A redistribuição hidráulica como um 
mecanismo associado à resistência à seca em espécies cítricas tem importância para a produção 
e a qualidade de frutos, que dependem fortemente da adaptabilidade dos citros à deficiência 
hídrica uma vez que há grande variação sazonal da disponibilidade de água nas principais áreas 
de cultivo do Brasil (Ribeiro et al., 2009).  
Um mecanismo pelo qual a redistribuição hidráulica pode ocorrer é o ajuste 
osmótico, caracterizado pela diminuição do potencial osmótico em folhas ou raízes através do 
acúmulo ativo de solutos orgânicos e inorgânicos nas células. Esses solutos podem ser 
acumulados em altas concentrações sem prejudicar as funções fisiológicas normais, sendo 
denominados de solutos compatíveis (Sánchez et al., 1998). Como consequência do acúmulo 
de osmólitos, a redução do potencial total da água aumenta a força motriz para o movimento da 
água, melhorando a absorção de água pelas raízes e promovendo a manutenção do turgor (Babu 
et al., 1999). O ajuste osmótico é um bom indicativo da tolerância à seca e uma importante 
adaptação fisiológica à falta de água (Bartlett et al., 2012; Scholz et al., 2012), pois facilita a 
extração deste recurso de solos secos e mantém o turgor das células, o crescimento e as trocas 
gasosas em ambientes com baixa disponibilidade hídrica (White et al., 2000; Chaves et al., 
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2003). De fato, o ajuste osmótico nas regiões de crescimento das raízes expostas ao baixo 
potencial da água no solo pode ser substancial e considerado como um fator importante para o 
crescimento das raízes no solo  (Voetberg & Sharp, 1991). 
Entre os compostos orgânicos, aminoácidos (principalmente a prolina) e compostos 
quaternários de amônio como a glicina-betaína, carboidratos e poliálcoois são os solutos mais 
comumente acumulados em plantas em condições de estresse (Ashraf & Harris, 2004). Em 
relação aos compostos inorgânicos, os íons sódio, potássio e cloreto são usualmente associados 
ao ajuste osmótico. O ajuste osmótico alivia os danos do estresse hídrico e é considerado um 
mecanismo de tolerância à seca em diferentes espécies de plantas (Martínez et al., 2004). 
Alguns estudos sugerem que as plantas cítricas não realizam ajuste osmótico sob déficit hídrico 
(Fereres et al., 1979; Savé et al., 1995), porém esses estudos foram feitos apenas em folhas e 
não em raízes. Mais recentemente, Wu et al. (2007) fizeram um estudo que mostrou o estresse 
hídrico afetando o acúmulo de solutos orgânicos e inorgânicos em raízes e folhas de citros, 
sugerindo que o ajuste osmótico é uma resposta ao estresse hídrico.  
Além do aumento da concentração de solutos, as plantas desenvolveram outros 
mecanismos para sobreviver à seca como folhas com área reduzida e menos numerosas (Lei et 
al., 2006). Uma vez que a expansão foliar é afetada precocemente quando a absorção de água 
é reduzida, o uso de fotoassimilados é reduzido na parte aérea e uma maior proporção desses 
compostos pode ser distribuída ao sistema subterrâneo, onde eles podem sustentar o 
crescimento posterior das raízes. O maior acúmulo de carboidratos solúveis na raiz durante o 
déficit hídrico sugere investimento no crescimento deste órgão visando a melhoria da absorção 
de água (Pedroso et al., 2014). 
Por serem perenes e com um período produtivo longo, as árvores de citros são 
frequentemente expostas à seca (Molinari et al., 2004) e cultivadas sobre porta-enxertos com o 
objetivo de lidar com os estresses bióticos e abióticos e manter a qualidade dos frutos (Mouhaya 
et al., 2010). O limoeiro Cravo é o porta-enxerto mais usado no Brasil e as razões incluem o 
seu bom desempenho sob estresse hídrico, indução de produção precoce, boa produção e 
compatibilidade com a maioria dos cultivares de copa. No entanto, doenças que afetam 
especificamente o limoeiro Cravo e a demanda por maior produtividade levaram à busca de 
outros porta-enxertos (Mourão Filho et al., 2007; Bové & Ayres, 2007). O citrumeleiro Swingle 
é um porta-enxerto muito utilizado na citricultura brasileira, com resistência moderada ao 
déficit hídrico (Pompeu Jr et al., 2004). Contudo, os motivos pelos quais o limoeiro Cravo se 
adapta melhor à deficiência hídrica ainda não são totalmente conhecidos (Magalhães Filho et 
al., 2008).  
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a habilidade de duas espécies de porta-enxerto 
de redistribuir água durante o período de déficit hídrico, assim como verificar se o ajuste 
osmótico é uma característica associada à redistribuição hidráulica. Espera-se que a 
redistribuição da água varie com o porta-enxerto utilizado e esteja associada à resistência 
diferencial dessas espécies à seca. 
 
Material e métodos 
 
Material vegetal e estratégia experimental 
 
Mediante a técnica de encostia, os porta-enxertos limoeiro Cravo (Citrus limonia 
Osbeck) ou citrumeleiro Swingle [Citrus paradisi Macfadyen x Poncirus trifoliata (L.) 
Rafinesque] foram conectados a plantas de laranjeira Valência [Citrus sinensis (L.) Osbeck], 
de tal maneira que as plantas formadas tinham dois sistemas radiculares do mesmo porta-
enxerto em vasos (3,5 L) distintos contendo substrato orgânico comercial a base de casca de 
pinus (Tropstrato V8 Citrus, Vida verde, Mogi Mirim, Brasil) (Figura 1a). Quando a encostia 
foi feita as plantas tinham cerca de um ano de idade, após esse procedimento, as plantas foram 
mantidas por quatro meses em casa de vegetação recebendo irrigação diária até a completa 
cicatrização da encostia. O sistema radicular duplo em dois vasos permitiu que apenas uma 
parte das raízes fosse irrigada, enquanto a outra permanecia em sob déficit hídrico. Antes do 
início do experimento, as plantas foram podadas para indução de brotações e mantidas com três 
ramificações em crescimento. Ao todo foram utilizadas 36 plantas de laranjeira Valência, sendo 
18 enxertadas em limoeiro Cravo e 18 em citrumeleiro Swingle.  
No início do experimento, as duas porções do sistema radicular foram irrigadas e 
monitoradas por seis dias. Após este período, um grupo de plantas teve a irrigação suspensa em 
um dos vasos e o outro vaso foi mantido com rega (tratamento DH). O outro grupo de plantas 
continuou com ambos os sistemas radiculares irrigados (controle). Após 17 dias com a irrigação 
suspensa em um dos vasos, as plantas foram reidratadas por cinco dias e o experimento foi 
finalizado.  
Para facilitar o entendimento dos tratamentos, a cor vermelha foi sempre associada 
à falta de água e a cor azul à rega normal, tanto do tratamento controle quanto das raízes que 
permaneceram irrigadas no tratamento DH (Figura 1). Os sistemas radiculares das plantas do 
controle foram chamados de Cct (Cravo controle) e Sct (Swingle controle); os sistemas 
radiculares que permaneceram irrigados no tratamento DH foram chamados de Cca (Cravo com 
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água) e Sca (Swingle com água); os sistemas radiculares que tiveram a rega suspensa por 17 
dias no tratamento DH foram chamados de Csa (Cravo sem água) e Ssa (Swingle sem água). 
O experimento foi conduzido em câmara de crescimento com regime de 
temperatura do ar de 30/20ºC (dia/noite), radiação fotossinteticamente ativa de 900 µmol m-2 s-
1, umidade relativa do ar 68/80% (dia/noite) e fotoperíodo de 12 horas, conforme Pedroso et al. 
(2014). Durante todo o período experimental foram feitas medidas de fluxo de seiva, trocas 
gasosas, potencial total e osmótico da água nas folhas e potencial osmótico nas raízes. O 
experimento foi realizado em duas etapas, sendo uma etapa para cada espécie. A comparação 
entre as espécies foi possível uma vez que os experimentos foram realizados em câmara de 
crescimento nas mesmas condições ambientais.  
 
Trocas gasosas 
 
As trocas gasosas foram medidas pela manhã entre 9h00 e 10h00 – horário de maior 
atividade fotossintética (Ribeiro et al., 2009) – em dias alternados, com um analisador de gases 
por radiação infra-vermelha LCi-SD (ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, Inglaterra). As 
medidas foram feitas com concentração de CO2 do ar natural (cerca de 400 µmol mol
-1) e 
radiação fotossinteticamente ativa ao redor de 900 µmol m-2 s-1. Foram avaliadas a assimilação 
de CO2 (An), a condutância estomática (gs), a transpiração (E) e a concentração intercelular de 
CO2 (Ci). As medidas foram registradas quando houve estabilidade temporal e baixo coeficiente 
de variação. 
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Figura 1: Esquema das plantas utilizadas no experimento após a poda para indução das 
brotações. Cada planta possuía dois sistemas radiculares da mesma espécie de porta-enxerto, 
sendo que em (a) as plantas do controle que foram regadas nas duas raízes durante todo o 
experimento e em (b) as plantas do tratamento DH em que um sistema radicular permaneceu 
irrigado (com água) e o outro teve a rega suspensa (sem água).  
 
Fluxo de seiva  
 
Foi medida a velocidade de fluxo de seiva do xilema nos dois porta-enxertos das 
plantas utilizando sensores SFM1 (ICT International, Armidale NSW, Austrália). Os sensores 
foram instalados nos caules dos porta-enxertos, com o auxílio de uma furadeira e um guia de 
brocas como consta nas instruções do fabricante. Os sensores de fluxo de seiva se baseiam no 
Heat Ratio Method, no qual se aplica um pequeno pulso de calor como traçador para calcular a 
velocidade da seiva que passa através da planta. Esse método também permite a detecção de 
fluxo da seiva descendente (Burgess et al., 2001). Os sensores foram programados para realizar 
medidas a cada 15 minutos (Williams et al., 2004) e os valores foram plotados a cada uma hora. 
Como havia uma limitação no número de sensores de fluxo de seiva disponíveis, eles foram 
instalados somente nas plantas do tratamento DH. Como não havia sensores instalados nas 
plantas controle foi usada uma referência temporal visto que no início do estudo as plantas do 
tratamento DH ficaram com os dois vasos irrigados por seis dias e as condições ambientais nas 
quais as plantas se encontravam eram relativamente constantes (experimento realizado em 
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câmara de crescimento). Antes do início do experimento, com as plantas bem hidratadas, 
avaliou-se o sinal dos sensores quando o fluxo de seiva era nulo. Para isso, em uma madrugada 
com alta umidade relativa do ar dentro da câmara de crescimento, assumimos que a transpiração 
deveria ser nula, assim como o fluxo de seiva. O sinal registrado pelos sensores nessas 
condições foi então considerado como valor “zero”. Os valores foram relatados em fluxo de 
seiva normalizado (FSN), isto é, porcentagem do valor máximo do fluxo de seiva encontrado 
em cada porta-enxerto (Burgess & Dawson 2008). 
 
Potencial da água e osmólitos 
 
Amostras de raízes foram coletadas no último dia com irrigação suspensa e no 
último dia da reidratação e imediatamente congeladas em nitrogênio líquido. Posteriormente, 
as amostras foram liofilizadas e moídas para as análises da concentração de potássio, sódio, 
glicina-betaína, açúcares solúveis totais, sacarose e prolina. A teor de água das raízes foi medido 
para a determinação das concentrações de solutos por litro de água no tecido vegetal.  
O potencial da água nas folhas e raízes foi medido no último dia com irrigação 
suspensa, utilizando o método psicrométrico com o microvoltímetro Wescor HR-33T e câmaras 
Wescor C-52 (Logan UT, EUA). Após a determinação do potencial total da água em amostras 
frescas, as mesmas foram congeladas em nitrogênio líquido para a determinação do potencial 
osmótico (Babu et al., 1999). 
As amostras secas e moídas de raízes foram encaminhadas para análise das 
concentrações de potássio e sódio, determinadas por espectrometria de emissão óptica com 
plasma ICP-OES (JY50P, JobinYvon, Longjumeau, França), após digestão com ácido nítrico e 
ácido perclórico (3:1) de acordo com Bataglia et al. (1983).  
O teor de glicina-betaína foi quantificado seguindo método proposto por Grieve & 
Grattan (1983). Os extratos foram preparados com a adição de 2 mL de água deionizada em 25 
mg de amostra vegetal liofilizada e dispostos em microtubos. Após 24 horas sob agitação a 
25oC em um agitador térmico, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10000 rpm 
(25oC) e o sobrenadante coletado para obtenção do extrato aquoso. Os extratos foram filtrados 
e armazenados a -20oC até a realização das análises, quando foram descongelados em banho de 
gelo. Para a determinação da concentração de glicina-betaína, pipetou-se 250 µL de extrato e 
250 µL de H2SO4 (proporção 1:1, v:v) em microtubos que foram mantidos em banho de gelo 
por 1 hora. Após, foram adicionados 200 µL do reagente KI-I2, previamente preparado com a 
diluição de 7,85 g de iodo e 10 g de KI em 50 mL de água. Os tubos foram mantidos em banho 
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de gelo na geladeira por 16 horas e em seguida centrifugados a 10000 rpm a 0oC por 15 minutos. 
O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 2 mL de H2SO4 1N gelado 
com centrifugações por 5 minutos, 10000 rpm (0oC) a cada lavagem. Após a lavagem, o 
precipitado foi dissolvido em 2 mL de 1,2-dicloroetano e após 2h30 a leitura da absorbância foi 
feita em espectrofotômetro Genesys 10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, 
EUA) a 365 nm. A concentração de glicina-betaína foi determinada com base em uma curva 
padrão. 
Para a quantificação de açúcares solúveis totais, sacarose e prolina, foram colocados 
aproximadamente 75 mg de amostra vegetal seca e moída em tubos com tampa rosqueável, 
juntamente com 3 mL de solução de metanol:clorofórmio:água (MCW), na proporção 12:5:3 
(v:v:v), segundo Bieleski & Turner (1966). Após dois dias de refrigeração a 5°C, acrescentou-
se água e clorofórmio na proporção 1:1,5 (v:v), agitando-se os tubos e voltando-os à geladeira 
por mais 24 horas. Após a separação das fases, coletou-se o sobrenadante (fração aquosa-
metanólica) e as amostras foram colocadas no banho-maria a 50oC para que estas fossem 
concentradas. Após a concentração, realizou-se uma diluição em aproximadamente 1 mL de 
água, o volume da solução foi então quantificado em proveta e a solução armazenada em 
microtubos a -20°C até a realização das análises.  
A quantificação de açúcares solúveis totais foi feita pelo método fenol-sulfúrico 
(Dubois et al., 1956). Foram misturados 5 µL do extrato MCW com 495 µL de água destilada, 
500 µL de solução fenol a 5% e 2 mL de ácido sulfúrico concentrado. Após a amostra ser 
homogeneizada e resfriada, foi feita a leitura no espectrofotômetro a 490 nm. A quantificação 
de sacarose foi feita de acordo com Van Handel (1968). Foram misturados 5 µL do extrato com 
495 µL de água destilada e 500 µL de solução de KOH 30%. Os tubos foram tampados e 
colocados em banho-maria a 75oC por 10 minutos. Depois que a solução esfriou foram 
adicionados 500 µL de solução fenol a 5% e 2 mL de H2SO4 concentrado. Após a amostra ser 
homogeneizada e resfriada foi feita a leitura da absorbância em espectrofotômetro 10S UV-Vis 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, EUA) a 490 nm. A concentração de açúcares solúveis 
totais e sacarose foram determinadas com uma curva padrão. 
A quantificação de prolina foi feita seguindo o método de Bates et al. (1973). Foram 
adicionados 100 µL de solução de glicina 0,1 M, 300 µL de extrato vegetal MCW e 2,6 mL de 
água deionizada em um tubo de ensaio. Adicionou-se à solução 2 mL de ácido acético glacial 
concentrado seguido de agitação no vórtex. Em seguida, foi adicionado 2 mL do reagente 
ninhidrina, obtido pela combinação de 600 mg de ninhidrina, 15 mL de ácido acético 
concentrado e 10 mL de ácido fosfórico (H3PO4) 6 M. Após agitação, a mistura foi aquecida 
48 
 
em banho-maria a 100°C, por 35 min. Em seguida, os tubos foram colocados em banho de gelo 
e após o rápido resfriamento da reação foram adicionados 4 mL de tolueno concentrado à 
solução. A solução foi agitada vigorosamente e a absorbância do sobrenadante foi determinada 
em espectrofotômetro 10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, EUA) a 515 nm. 
Também foi feita uma curva padrão para determinação da concentração de prolina nas amostras.  
O cálculo da contribuição relativa dos solutos na osmolalidade total do tecido foi 
feito de acordo com Silveira et al. (2009), sendo a osmolalidade total calculada com base no 
potencial osmótico medido, utilizando a equação de Van't Hoff. A contribuição de cada soluto 
para o potencial osmótico foi estimada como porcentagem da osmolalidade, considerando a 
relação entre a osmolalidade do soluto e a osmolalidade total (Silva et al., 2009).  
 
Biometria 
 
As avaliações biométricas foram realizadas em cinco plantas antes da imposição do 
déficit hídrico para caracterização do lote de plantas (Figura 2) e ao término do experimento, 
em cinco plantas que passaram pelo déficit hídrico e cinco plantas do tratamento controle que 
permaneceram irrigadas durante todo o experimento. A área foliar das plantas foi medida com 
planímetro digital modelo Li-3000 (Licor, Lincoln NE, EUA). As plantas, separadas em sacos 
de papel, foram desidratadas em estufa a 60oC até peso constante e então, em balança eletrônica 
foi determinada a matéria seca das raízes, caule principal, folhas do caule principal e 
ramificações jovens. Ao longo do experimento, a taxa de crescimento relativo (TCR) foi 
calculada como TCR = (Ln2 – Ln1)/(t2 – t1), onde (Ln2 – Ln1) representa o logaritmo natural do 
valor final – logaritmo do valor inicial e (t2 – t1) o número de dias (Benincasa, 2003). Como as 
avaliações biométricas foram realizadas no início do experimento (t1) e no fim do experimento 
(t2), (t2 – t1) é o tempo total do experimento e igual a 28 dias. A taxa de crescimento foi calculada 
para as ramificações que estavam crescendo durante o período experimental e para a área foliar 
total da parte aérea. 
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Figura 2: Valores médios (n=5) ± desvio padrão da massa seca de caule, folhas do ramo 
principal, ramificações jovens (folhas + ramos) e raízes de laranjeiras Valência enxertadas em 
limoeiro Cravo (a) e citrumeleiro Swingle (b) no início do experimento. 
 
Análise dos dados 
  
O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com seis 
repetições para cada tratamento. Os resultados foram submetidos à análise de variância, sendo 
a disponibilidade de água a causa de variação. Quando detectada diferença significativa, as 
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1% e 5% de probabilidade. 
 
Resultados 
 
Fluxo de seiva 
 
Nos períodos de déficit hídrico, foram observados fluxos negativos nos porta-
enxertos que estavam sem receber água. Durante o período sem irrigação, o fluxo reverso no 
Cravo que não estava sendo irrigado (Csa) é consideravelmente mais negativo do que no 
Swingle na mesma condição (Ssa) (Figura 3b,d). Entre os dias 12 e 13 no experimento com 
Cravo e 21 e 22 no experimento com Swingle, ocorreram problemas com a câmara de 
crescimento e esta permaneceu com a luz ligada durante toda a noite. Como resultado, é 
possível observar um padrão diário incomum de fluxo de seiva nesses dias (Figura 3), que foram 
excluídos da correlação apresentada na Figura 4.  
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Figura 3: Fluxo de seiva normalizado (FSN) no porta-enxerto limoeiro Cravo (a,b) e 
citrumeleiro Swingle (c,d). Cada ponto representa o valor médio (n=3) ± desvio padrão. Em 
azul estão as raízes que permaneceram com água durante todo o experimento, Cca em (a) e Sca 
em (c). Em vermelho as raízes que tiveram a irrigação suspensa por um período, Csa em (b) e 
Ssa em (d). O período em que a irrigação ficou suspensa em um dos sistemas radiculares é 
representado pela área cinza do gráfico.  
 
Para correlacionar os valores de FSN no porta-enxerto com e sem água, foram 
selecionados os dados obtidos às 19h00. Nesse horário, foram observados os menores valores de 
fluxo, as luzes já estavam apagadas na câmara de crescimento, com temperatura do ar de 20ºC e 
umidade relativa do ar de 80%. Cada dia do período em que a irrigação ficou suspensa em um dos 
sistemas radiculares do experimento é representado por um ponto na Figura 4 e cada ponto representa 
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um valor de FSN do lado com água (eixo x) e do lado sem água (eixo y). O porta-enxerto Cravo 
possui maior habilidade de adquirir água do lado molhado do que o Swingle (Figura 4).  
 
0 20 40 60 80
-20
-15
-10
-5
0
 Cravo
F
S
N
 s
e
m
 á
g
u
a
 (
%
 m
á
x
)
FSN com água (% máx)
 
 
 Swingle
 
Figura 4: Correlação entre o fluxo de seiva normalizado (FSN) às 19h00 durante o período de 
déficit hídrico no porta-enxerto com água (eixo-x, Cca ou Sca) e sem água (eixo-y, Csa ou Ssa) 
em limoeiro Cravo (pontos pretos) e citrumeleiro Swingle (pontos brancos). Cada símbolo 
representa o valor médio (n=3) ± desvio padrão. 
 
Potencial da água e osmólitos 
 
O potencial osmótico (Ѱs) e total (Ѱw) da água nas folhas da copa não apresentaram 
variação entre o controle e o tratamento DH, independente do porta-enxerto utilizado (Tabela 
1). Esses dados sugerem que a irrigação por parte das raízes foi suficiente para manter a 
hidratação da copa nas condições experimentais. O Ѱs e o teor de água das raízes que estavam 
sem água no déficit hídrico foram significativamente menores do que o das plantas controle nas 
duas espécies de porta-enxerto (Figura 5). Entretanto, o potencial osmótico da raiz que estava 
com água nas plantas sob déficit hídrico tendeu a ser menor do que das plantas controle apenas 
em Cravo (Figura 5). 
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Tabela 1: Potencial osmótico (Ѱs) e potencial total (Ѱw) em folhas de plantas controle e sob 
déficit hídrico. As medidas foram feitas após 17 dias de irrigação suspensa em plantas 
enxertadas em limoeiro Cravo e citrumeleiro Swingle. Valores representados em médias (n=6) 
± desvio padrão. Não houve diferenças estatísticas 
 
Porta-
enxerto 
Condição Ѱw folha (MPa) Ѱs folha (MPa) 
Limoeiro 
Cravo 
Controle -1,61 ± 1,22 -2,08 ± 0,62 
Déficit hídrico -1,30 ± 0,73 
 
-2,43 ± 0,43 
Citrumeleiro 
Swingle 
Controle -1,29 ± 0,48 -1,82 ± 0,31 
Déficit hídrico -1,39 ± 0,17 
 
-2,14 ± 0,28 
 
 
 
 
Figura 5: Teor de água (TA em a,b) e potencial osmótico (Ѱs em c,d) após 17 dias de déficit 
hídrico em raízes de limoeiro Cravo (a,c) e citrumeleiro Swingle (b,d). Em azul, raízes do 
controle (Cct e Sct) e as que estavam com água no tratamento DH (Cca e Sca). Em vermelho, 
raízes que tiveram a rega suspensa (Csa e Ssa). Histogramas representam médias (n=4) ± desvio 
padrão. Letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
 
Independente do porta-enxerto, as concentrações de açúcares solúveis totais (Figura 
6c,d), sacarose (Figura 6a,b) foram maiores nas raízes que tiveram a irrigação suspensa (Csa e 
Ssa) em relação ao controle. A concentração de prolina (Figura 6e,f) foi maior nas raízes que 
tiveram a irrigação suspensa (Csa e Ssa) em relação às raízes com água (Cca e Sca) no 
tratamento DH e no controle, porém, as Cca e Sca apresentaram uma concentração de prolina 
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maior que Cct e Sct respectivamente. Não houve diferença estatística no acúmulo de glicina-
betaína nas raízes de citrumeleiro Swingle e de limoeiro Cravo (Figura 6g,h).  
Em Swingle, a concentração de potássio também foi maior nas raízes que estavam 
sem receber água (Ssa) em relação ao controle e à Sca (Figura 7b), enquanto que em Cravo, a 
concentração radicular de potássio não diferiu entre os tratamentos (Figura 7a). Nas duas 
espécies de porta-enxerto, a concentração de sódio foi significativamente menor em raízes sob 
déficit hídrico (Figura 7c,d). 
Nas raízes das plantas que passaram por déficit hídrico (Cca, Csa, Sca e Ssa), os 
solutos orgânicos que apresentaram maior contribuição na osmolalidade total foram os açúcares 
solúveis totais, enquanto que o potássio foi o soluto inorgânico com maior contribuição (Figura 
8). Todos os compostos analisados, com exceção do sódio, tiveram maior contribuição na 
osmolalidade de Swingle do que de Cravo. Independente da condição hídrica, a maior parte da 
contribuição da osmolalidade de Cravo (>50%) foi determinada por algum composto não 
analisado (Figura 8a-c). 
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Figura 6: Concentração (em massa seca) de açúcares solúveis totais (a,b), sacarose (c,d), 
prolina (e,f) e glicina-betaína (g,h) em raízes de limoeiro Cravo (a,c,e,g) e citrumeleiro Swingle 
(b,d,f,h) mantidas bem hidratadas (Cct e Sct) ou submetidas ao déficit hídrico (Cca e Sca são 
raízes hidratadas no tratamento DH; Csa e Ssa são raízes que tiveram a rega suspensa). 
Histogramas representam médias (n=5) ± desvio padrão. A área cinza representa as raízes das 
plantas que passaram por déficit hídrico. Letras diferentes indicam diferença estatística entre as 
raízes para uma mesma espécie de porta-enxerto (p<0,01). 
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Figura 7: Concentração (em massa seca) de potássio (a,b) e sódio (c,d) em raízes de limoeiro 
Cravo (a,c) e citrumeleiro Swingle (b,d) mantidas bem hidratadas (Cct e Sct) ou submetidas ao 
déficit hídrico (Cca e Sca são raízes hidratadas no tratamento DH; Csa e Ssa são raízes que 
tiveram a rega suspensa). Histogramas representam médias (n=5) ± desvio padrão. A área cinza 
representa as raízes das plantas que passaram por déficit hídrico. Letras diferentes indicam 
diferença estatística entre as raízes para uma mesma espécie de porta-enxerto (p<0,01). 
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Figura 8: Contribuição relativa (%) de solutos orgânicos e inorgânicos na osmolalidade total 
de raízes de limoeiro Cravo (a-c) e citrumeleiro Swingle (d-f) mantidas bem hidratadas (Cct e 
Sct) ou submetidas ao déficit hídrico (Cca e Sca são raízes hidratadas no tratamento DH; Csa e 
Ssa são raízes que tiveram a rega suspensa). Histogramas representam médias (n=5) ± desvio 
padrão. Os solutos são: potássio (K), açúcares solúveis totais, menos sacarose (Ast), sódio (Na), 
glicina-betaína (GB), sacarose (Sac) e prolina (Pro).  
 
Trocas gasosas 
 
Os dados de trocas gasosas em limoeiro Cravo mostraram que após uma semana 
molhando apenas parte do sistema radicular as plantas tiveram redução significativa da taxa 
fotossintética, condutância estomática, concentração intercelular de CO2 e transpiração (Figura 
9a,c,e,g). Essa diferença entre o tratamento controle e o DH permaneceu até a reidratação. Após 
dois dias de reidratação das raízes que estavam com a rega suspensa, as plantas do tratamento 
DH recuperaram a fotossíntese (Figura 9a) enquanto a condutância estomática levou de 4 a 5 
dias para a total recuperação (Figura 9c).  
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Figura 9: Assimilação de CO2 (A, em a,b), condutância estomática (gs, em c,d), transpiração 
(E, em e,f) e concentração intercelular de CO2 (Ci, em g,h) de laranjeira Valência enxertada em 
limoeiro Cravo (a,c,e,g) e citrumeleiro Swingle (b,d,f,h) em plantas do tratamento controle 
(círculos azuis) e submetidas ao déficit hídrico (círculos vermelhos). Cada ponto representa o 
valor médio (n=5) ± desvio padrão. A área em cinza representa o período em que as plantas 
foram submetidas ao déficit hídrico. * e # indicam diferenças entre os regimes hídricos a p<0,01 
e p<0,05, respectivamente. 
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As trocas gasosas das plantas enxertadas em Swingle praticamente não 
apresentaram variações entre os tratamentos (Figura 9b,d,f,h). Após duas semanas de déficit 
hídrico, a fotossíntese (Figura 9b) e a transpiração (Figura 9f) dessas plantas tiveram leve 
decréscimo e não houve diferenças estatísticas na condutância estomática e na concentração 
intercelular de CO2 entre os tratamentos (Figura 9d,h). 
 
Massa seca e crescimento  
 
A massa seca das ramificações que estavam sobre Cravo foi reduzida pelo déficit 
hídrico em 29% (Figura 10c), enquanto em Swingle houve uma redução de 40% (Figura 11g). 
Nas duas espécies, não houve diferenças na massa seca do caule, folhas do ramo principal e 
raízes devido à variação da disponibilidade hídrica (Figura 10).  
 
 
 
Figura 10: Massa seca no final do experimento de plantas do controle e do déficit hídrico (DH) 
enxertadas em Cravo (a-d) e Swingle (e-h). Nos gráficos (d) e (h), a área cinza representa as 
raízes das plantas que passaram por déficit hídrico, sendo um sistema radicular com água e o 
outro sem água. Em azul estão as raízes do controle (Cct e Sct) e as que estavam com água no 
tratamento DH (Cca e Sca). Em vermelho, raízes que tiveram a rega suspensa (Csa e Ssa). 
Histogramas representam médias (n=5) ± desvio padrão. Asteriscos indicam diferença 
estatística entre os tratamentos para uma mesma espécie de porta-enxerto (p<0,01). 
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 A área foliar das brotações da laranjeira Valência enxertada sobre Cravo foi 
similar entre os tratamentos (Figura 11a). Em Swingle, a área foliar foi significativamente 
reduzida (- 40%) pelo déficit hídrico (Figura 11b). 
 
 
Figura 11: Área foliar das brotações da laranjeira Valencia enxertada em limoeiro Cravo (a) e 
citrumeleiro Swingle (b) mantidas hidratadas (controle) ou submetidas a déficit hídrico (DH). 
Histogramas representam médias (n=5) ± desvio padrão e asteriscos indicam diferença 
estatística (p<0,01). 
 
 
 
Figura 12: Taxa de crescimento relativo (TCR) em massa seca das ramificações (a,b) e área 
foliar (c,d) da copa de plantas enxertadas em Cravo (a,c) e em Swingle (b,d) e mantidas 
hidratadas (controle) ou submetidas a déficit hídrico (DH). Histogramas representam médias 
(n=5) ± desvio padrão e asteriscos indicam diferença estatística entre os tratamentos para uma 
mesma espécie de porta-enxerto (p<0,01). 
60 
 
Houve diferença estatística na taxa de crescimento relativo (TCR) da massa seca 
das ramificações e da área foliar da copa (Figura 12). Enquanto a TCR em massa foi reduzida 
pelo déficit hídrico nas duas espécies de porta-enxertos (Figura 12a,b), a TCR da área foliar foi 
reduzida (em 5 vezes) apenas em Swingle (Figura 12c,d).  
 
Discussão 
 
A redistribuição hidráulica é variável entre os porta-enxertos 
 
A redistribuição hidráulica ocorreu nas duas espécies de porta-enxerto, porém este 
fenômeno foi mais evidente no limoeiro Cravo (Figura 3). Em comparação com Swingle, as 
raízes de Cravo sob déficit hídrico conseguem extrair mais água da parte úmida do sistema 
radicular e as raízes úmidas têm maior habilidade de enviar água para as raízes secas (Figura 
4). Geralmente a redistribuição hidráulica ocorre durante a noite, quando a transpiração 
diminuiu o suficiente para permitir que o potencial de água das raízes exceda o das porções 
mais secas do perfil do solo (Brooks et al., 2002). Porém, no presente estudo também é possível 
observar o fluxo reverso durante o dia nas duas espécies. O fluxo reverso nas raízes que estavam 
sem água mostra que a redistribuição hidráulica ocorre nas duas espécies de porta-enxerto 
(Figura 3).  
A capacidade maior das raízes úmidas de Cravo de enviar água para as raízes sob 
déficit hídrico pode estar relacionada com o ajuste osmótico. Além da diminuição esperada do 
potencial osmótico das raízes sob déficit hídrico, as raízes de limoeiro Cravo que permaneceram 
com água durante o período de déficit hídrico também apresentaram tendência a reduzir seu 
potencial osmótico (Figura 5c). Diminuindo seu potencial mesmo com disponibilidade de água, 
as raízes conseguem absorver mais água do solo ao seu redor. Essa redução pode ser uma 
tentativa das raízes úmidas para suprir tanto a copa quanto as raízes do Cravo sob seca. Para 
que a redistribuição ocorra, o sistema radicular das plantas deve desenvolver um gradiente de 
potencial da água grande o suficiente para gerar fluxo de água das raízes úmidas para as secas 
(Neumann & Gardon, 2012).  
O acúmulo de osmólitos nas células da planta resulta na diminuição do potencial 
osmótico que é responsável pela manutenção da absorção de água e do turgor celular, podendo 
contribuir para o crescimento e expansão das raízes (Serraj & Sinclair, 2002). Diferente de 
Cravo, Swingle não apresentou uma redução no potencial osmótico das raízes hidratadas 
(Figura 5d) apesar da maior concentração de sacarose, açúcares solúveis e prolina em relação 
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ao controle (Figura 6b,d,f). Essa pode ser uma explicação para a menor redistribuição hidráulica 
em Swingle em relação ao Cravo (Figura 3). Com menor capacidade de absorver água, o 
transporte de água pelo Swingle para a parte aérea da planta é priorizado e a redistribuição de 
água entre as raízes ocorre em menor intensidade.   
Durante o déficit hídrico, as copas enxertadas em Cravo apresentaram uma redução 
nas taxas transpiratórias motivada pelo fechamento estomático (Figura 9c,e). Diversos estudos 
sugerem que a transpiração noturna e a redistribuição hidráulica são processos competitivos 
(Hultine et al., 2003; Caird et al., 2007; Dawson et al., 2007; Scholz et al., 2008). Embora a 
transpiração noturna não tenha sido foco deste estudo, foi verificado que houve redução nas 
taxas transpiratórias durante o dia, além disso o fluxo reverso nos porta-enxertos sob déficit 
hídrico foi observado durante a noite e também durante o dia (Figura 3b,d). Com taxas 
transpiratórias menores durante o dia, as raízes úmidas de Cravo conseguiram enviar mais água 
para as raízes secas, uma vez que a competição por água foi minimizada com o fechamento 
estomático (Figura 9c). 
Para que a região úmida da raiz envie água para a região sob déficit hídrico é 
necessário que ocorra algum tipo de sinalização da parte seca para a parte úmida das raízes. 
Como não houve evidência de transporte de água da parte seca para a parte úmida, é pouco 
provável que algum sinal químico tenha sido transportado por essa via. Assim, a sinalização 
poderia ocorrer por algum químico enviado da parte aérea da planta via floema – como no caso 
da sinalização causada por herbivoria (Palta et al. 1987; Erb et al. 2009) – ou pelo sinal hidráulico 
– dado pela variação da pressão hidrostática na parte úmida das raízes. O sistema hidráulico 
tem o potencial de fornecer uma sinalização a longa distância dependendo do status hídrico da 
planta (Malone, 1993). No continuo hidráulico do sistema radicular, a disponibilidade de água 
em vários setores é integrada e a informação hidráulica resultante é transmitida para as partes 
da planta acima do solo (Christmann et al., 2007). Se a informação pode ser transmitida para a 
parte aérea, provavelmente ela também é transmitida para outras partes das raízes. Em vasos 
intactos, o sinal hidráulico pode se propagar à velocidade do som (Malone, 1993), fornecendo 
uma ferramenta eficiente para comunicar o status hídrico da planta (Christmann et al., 2007). 
O transporte de água foi mais negativo no limoeiro Cravo (Figura 3b) em relação 
ao citrumeleiro Swingle (Figura 3d) quando ambos estavam sem receber água em um sistema 
radicular. Uma das justificativas para essa capacidade de transportar mais água do Cravo pode 
ser a sua condutividade hidráulica. Medina et al. (1998) mostrou que as raízes de Cravo 
apresentam maior condutividade hidráulica quando comparado com os porta-enxertos citrange 
Troyer, tangerineira Cleópatra e Trifoliata. Porta-enxertos com alta condutividade hidráulica 
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mantêm as folhas mais hidratadas ao longo do dia com períodos mais longos de abertura 
estomática e fotossíntese (Medina et al., 1998). 
A cavitação do xilema representa uma restrição de grande importância para a 
sobrevivência da planta, o que pode ser especialmente relevante em sistemas propensos à seca, 
onde a disponibilidade de água é baixa (Choat, 2013). A redistribuição hidráulica poderia 
atenuar os efeitos do déficit hídrico através do reenchimento dos vasos de xilema embolizados 
(McCully, 1999) e da preservação da funcionalidade das raízes (Huang, 1999). Mesmo sob 
condições severas de déficit hídrico, se uma porção do sistema radicular é mantida em solo 
úmido, a redistribuição hidráulica interna pode continuar ocorrendo e as raízes finas em solos 
secos podem preservar sua função (Williams et al., 1993). A redução do estresse hídrico da 
planta através da redistribuição e a manutenção ou recuperação da condutividade hidráulica da 
raiz durante a noite pode ajudar a aumentar as taxas de transpiração e aumentar a assimilação 
de carbono da planta (Prieto et al., 2012, 2014). 
A habilidade maior do limoeiro Cravo de redistribuir água em relação ao Swingle 
pode ser uma das características que lhe conferem melhor desempenho sob déficit hídrico. A 
redistribuição hidráulica melhora o balanço hídrico da planta (Dawson, 1996; Caldwell et al., 
1998; Prieto et al., 2012) e, além da influência positiva potencial sobre o balanço hídrico da 
planta durante períodos secos, a redistribuição de água também pode aumentar a 
disponibilidade de nutrientes em camadas de solo pouco profundas e facilitar a absorção de 
nutrientes por raízes finas (Caldwell et al., 1998). Nas camadas mais secas do solo, o 
crescimento pode ser facilitado pelo mecanismo da redistribuição hidráulica, permitindo que as 
raízes explorem melhor o substrato em busca do recurso limitado (Schulze et al., 1998).  
 
O ajuste osmótico contribui com a redistribuição hidráulica 
 
As raízes sob seca das duas espécies acumularam solutos, mas as raízes de Cravo 
que estavam recebendo água conseguiram redistribuir esse recurso mais eficientemente sob 
déficit hídrico. Em relação às plantas controle, ocorreu maior acúmulo de açúcares solúveis, 
sacarose e prolina nas raízes das duas espécies que estavam sem água (Figura 6). As raízes sem 
água de Swingle também acumularam mais potássio (Figura 7). A concentração de prolina foi 
a mais alterada com o déficit hídrico sendo mais de seis vezes maior nas plantas Csa e Ssa em 
relação aos respectivos controles. Muitos papéis fisiológicos têm sido atribuídos à prolina, 
incluindo a estabilização de macromoléculas, desintoxicação de espécies reativas de oxigênio 
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(Farooq et al. 2009) e um estoque de carbono e nitrogênio para uso após o fim do déficit hídrico 
(Zhu, 2002).  
Dos compostos analisados, os açúcares solúveis e o potássio foram os principais 
responsáveis pela osmolalidade total das raízes, seguidos pela glicina-betaína, sacarose e 
prolina (Figura 8). Além da contribuição na osmolalidade pelos solutos estudados, outros 
solutos que não foram analisados possivelmente foram acumulados nas raízes das duas espécies 
de porta-enxerto. Embora os solutos analisados tenham sido baseados na literatura sobre ajuste 
osmótico (Silveira et al., 2009; Silva et al., 2009), mais de 50% da osmolalidade das raízes do 
Cravo foi causada por solutos não identificados (Figura 8). Entre os possíveis solutos não 
estudados estão outros aminoácidos livres, glicose, frutose, íon cloreto, nitrato e trealose. 
Devido à falta de estudos com ajuste osmótico em raízes do limoeiro Cravo e citrumeleiro 
Swingle é difícil saber quais desses solutos foram acumulados pelas plantas. De qualquer forma 
e independente dos solutos estudados, pode-se afirmar que o ajuste osmótico ocorreu nas raízes 
irrigadas de Cravo nas plantas sob déficit hídrico, como indicado pela redução de Ѱs e a 
manutenção da umidade do tecido (Figura 5a,c). Através do ajuste osmótico e da alta 
condutividade hidráulica (Medina et al. 1998) as raízes de Cravo conseguiriam absorver mais 
água e com isso redistribuir água para as raízes sob seca de forma mais efetiva do que o Swingle, 
que não apresentou redução do potencial osmótico das raízes úmidas. 
 
Mecanismos de preservação de água diferem entre os porta-enxertos 
 
O potencial da água nas folhas do tratamento DH permaneceu igual ao potencial 
das plantas do controle (Tabela 1). Com isso, pode-se dizer que a rega em apenas uma parte do 
sistema radicular foi suficiente para manter a hidratação da copa, independente da espécie de 
porta-enxerto. No entanto, a copa de laranjeira Valência que estava apoiada no limoeiro Cravo 
apresentou uma redução significativa das suas trocas gasosas quando irrigada em apenas parte 
das raízes (Figura 9). Além disso, a condutância estomática levou de 4 a 5 dias para se igualar 
ao controle após a reidratação das raízes (Figura 9c). Se a copa estava hidratada e mesmo assim 
houve um fechamento estomático e redução das trocas gasosas, há indício de que a raiz que 
estava sob déficit hídrico enviou sinais químicos para a copa, que inibiram a abertura 
estomática. 
Se uma fração do solo estiver com o volume de água reduzido, as plantas podem se 
antecipar para impedir as limitações causadas pela falta de água mesmo quando houver um 
suprimento adequado de água no resto das raízes (Ryel et al., 2004). Nesse caso, a abertura 
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estomática pode ser afetada em resposta à sinalização química proveniente da porção do sistema 
radicular que está passando por déficit hídrico, mesmo se as outras porções estiverem bem 
supridas de água (Blackman et al., 1985; Saab & Sharp, 1989; Gowing et al., 1990). De acordo 
com o entendimento atual, o ácido abscísico (ABA) é o principal sinal de longa distância que 
comunica o estresse hídrico da raiz à parte aérea (Wilkinson & Davies, 2002). A limitação na 
disponibilidade hídrica provoca a síntese de ABA e desencadeia eventos de sinalização, 
estimulando o fechamento estomático, mudanças na expressão genética e acúmulo de osmólitos 
(Cutler et al., 2010).  
Experimentos têm mostrado que a resposta estomática está mais relacionada à 
umidade no solo do que ao estado hídrico das folhas (Chaves et al., 2002), ressaltando o papel 
das raízes como fonte de sinais químicos na regulação da condutância estomática (Sauter et al., 
2001; Dodd et al., 2008). O fato da copa enxertada em Cravo fechar os estômatos mesmo 
recebendo água suficiente de Cca para manter a hidratação é uma forte evidência de que Csa 
sinalizou a falta de água no solo. O fechamento estomático na ausência de deficiência hídrica 
nas folhas apoia o conceito de que as raízes são o principal sensor da planta à seca, regulando 
a abertura estomática via sinais provenientes das raízes e transportados no xilema (Wilkinson 
& Davies 1997, Rodrigues et al., 2008). 
A copa de laranjeira Valência que estava sobre o porta-enxerto Swingle 
praticamente não apresentou diferença entre as trocas gasosas nos dois tratamentos (Figura 9). 
Assim como em Cravo, os dados de Ѱw na folha das plantas apoiadas no citrumeleiro também 
mostram que a copa estava hidratada independente do tratamento (Tabela 1). Como não houve 
o fechamento estomático, pode-se dizer que o sistema radicular do porta-enxerto Swingle que 
estava sem receber água não enviou sinais para a copa ou a sinalização química não foi eficiente, 
talvez pela menor quantidade de ABA produzido. A maior sensibilidade do Cravo em perceber 
a falta de água e enviar um sinal para a copa pode ser mais uma das características que permite 
que essa espécie utilize a água disponível de forma mais eficiente promovendo maior resistência 
à seca. A sinalização química também é importante no momento da reidratação das plantas, 
quando a irrigação é retomada e o fluxo de água retorna ao padrão normal (Figura 3). Nessa 
ocasião, as copas apoiadas em Cravo permanecem com os estômatos parcialmente fechados por 
alguns dias (Figura 9c). Com isso, o turgor das folhas deve aumentar e contribuir para o 
crescimento dos tecidos em expansão na parte aérea.  
A única diferença estatística entre a biomassa seca das plantas controle e as 
submetidas ao déficit hídrico foi observada nas ramificações (Figura 10). A hidratação em 
apenas uma parte do sistema radicular foi responsável por uma menor taxa de crescimento das 
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ramificações nas duas espécies de porta-enxertos (Figura 12). Apesar do potencial da água nas 
folhas das plantas que tiveram irrigação parcial ser igual ao potencial das plantas controle 
(Tabela 1), o crescimento foi reduzido. Além das três ramificações presentes no início do 
período experimental, as laranjeiras enxertadas em Swingle e irrigadas emitiram novas 
ramificações ao longo dos 28 dias de experimento. Esse padrão foi inibido quando as plantas 
passaram por deficiência hídrica, o que não foi verificado em limoeiro Cravo. Já a massa seca 
e a taxa de crescimento das raízes foram similares entre os tratamentos nas duas espécies 
(Figuras 10 e 12). Isso mostra que mesmo sem receber água no solo, Csa e Ssa foram capazes 
de manter o crescimento das raízes similar ao das raízes que estavam recebendo água (Cca, Sca, 
Cct e Sct) (Figura 2 e 10d,h). A continuidade do crescimento radicular sob condições de menor 
disponibilidade hídrica depende da manutenção de uma pressão de turgor mínima nas células, 
suficiente para permitir o alongamento da parede celular e o crescimento celular (Hsiao & Xu, 
2000). Assim, o ajuste osmótico e a redistribuição hidráulica auxiliariam no restabelecimento 
da pressão de turgor, permitindo a manutenção do alongamento celular (Magalhães Filho et al., 
2008).  
O aumento da área foliar apresentou um padrão diferente entre as copas enxertadas 
nos dois porta-enxertos. Nas copas em Cravo, o déficit hídrico não afetou a área foliar ao passo 
que as laranjeiras enxertadas em Swingle tiveram redução da área foliar (Figuras 11 e 12). Área 
foliar reduzida é uma resposta de aclimatação apresentada pelas plantas cítricas para limitar a 
perda de água através da transpiração (García-Sánchez et al., 2007). Neste experimento, apenas 
as copas enxertadas em citrumeleiro Swingle que passaram por déficit hídrico apresentaram 
uma menor área foliar em relação ao controle (Figura 11). Esta redução de área foliar em 
Swingle poderia ser uma estratégia de resistência uma vez essa espécie de porta-enxerto possui 
menor controle estomático e menor habilidade de redistribuir água em comparação com Cravo.  
 
Conclusões 
 
Esse trabalho confirmou a hipótese de que a redistribuição hidráulica em citros varia 
de acordo com o porta-enxerto, sendo o limoeiro Cravo mais tolerante à seca e apresentando 
maior habilidade de redistribuir água que o citrumeleiro Swingle. Entre as características 
morfofisiológicas que estão associadas à redistribuição hidráulica estão o ajuste osmótico e a 
sinalização para o fechamento estomático. No limoeiro Cravo, o ajuste osmótico foi responsável 
pela redução do potencial das raízes úmidas que conseguiram absorver mais água do solo e 
transportá-la para a copa e para a porção de raízes sob déficit hídrico. A sinalização por parte 
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das raízes do limoeiro Cravo sob déficit hídrico causando fechamento estomático também pode 
ser uma característica associada à redistribuição hidráulica. A menor transpiração das folhas 
permite que mais água seja direcionada para as raízes sob déficit hídrico, gerando menor 
competição pela água absorvida pelas raízes úmidas.  
O citrumeleiro Swingle também foi capaz de redistribuir água, mas em menor 
proporção que o Cravo. As trocas gasosas na copa sobre o Swingle não se mostraram sensíveis 
à falta de água, permanecendo com os estômatos abertos durante praticamente todo o período 
experimental e mostrando que a sinalização das raízes sob déficit hídrico não foi suficiente para 
que ocorresse o fechamento estomático. O déficit hídrico afetou negativamente o crescimento 
em área foliar em Swingle e a redução da área transpiratória pode ser uma adaptação dessa 
espécie, que se mostrou menos tolerante à seca que o limoeiro Cravo. 
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Considerações finais 
 
Esse estudo mostrou que as espécies cítricas possuem habilidade de redistribuir 
água sob déficit hídrico e que essa habilidade varia de acordo com o porta-enxerto utilizado. 
Sabendo que essa é mais uma das características associadas à resistência diferencial das 
espécies à seca, estudos podem ser desenvolvidos no sentido de selecionar novas espécies 
tolerantes que possuem essa característica. Em espécies que apresentam uma boa habilidade de 
redistribuir água, pode-se testar formas de irrigação parcial do solo no campo para aumentar a 
produtividade e economizar água, aumentando a eficiência do uso da água. 
Como próximos passos, seria interessante realizar um estudo mais aprofundado 
sobre o acúmulo de solutos com importância para o ajuste osmótico, uma vez que as moléculas 
acumuladas e não identificadas nas raízes de limoeiro Cravo podem ser um marcador da 
habilidade em redistribuir água. Ainda no limoeiro Cravo, torna-se clara a necessidade de mais 
estudos para entender os mecanismos de sinalização para induzir o ajuste osmótico nas raízes 
úmidas, visando maior absorção de água para a redistribuição hidráulica. 
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